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論　文　内　容　の　要 旨
グルカゴンが膵β細胞の電気的活動を促進することを示す実験結果は既に報告されている
が、グルカゴンによる電気的活動発生促進の機構は未だ明らかにされていない。この研究は
グルコース代謝に注目して、グルカゴンによって促進される電気的活動発生の機構を調べた
ものである。
全ての実験は6～12週齢のICRマウスを用い、24時間の絶食後に膵組織を摘出し、抵抗300～
400Mnの微小ガラス電極をランゲルハンス島内の細胞に刺入して、細胞内電位を導出した。
細胞内Ca2＋濃度及びNAD（P）Hの測定には寧養したランゲルハンス島細胞のクラスタ（主に
P細胞）を用い、iura－2Ca2・感受性蛍光色素あるいはNAD（P）Hの蛍光を顕微分光測定装置で
測定した。
グルカゴンを細胞外港流液に加えると、グルカゴンの濃度に依存してβ細胞のスパイクバ
ーストの持続時間が増加すると共に細胞内Ca2＋濃度も上昇した。この作用はCalmodulin－
Antagonists（Chlorpromazine，W－7，Trinuoperazine）によって阻害された。
細胞外グルコース濃度を2．8mMから11．1mMに変えると、細胞内NAD（P）H濃度は上昇し
た。細胞外グルコース濃度によるNAD（P）Hの濃度上昇は細胞外Ca2＋の影響を殆ど受けなか
った。細胞外に2．5mMCa2＋が存在する条件下で、グルカゴン（8．3×10JM）はNAD（P）H濃
度の上昇をもたらした。Ca2＋存在しない場合、グルカゴンはNAD（P）H濃度に殆ど何の影響
を与えなかった。Ca2＋が存在する条件下でグルカゴンにより誘発されたNAD（P）Hの増大は
細胞外グルカゴン濃度が変化しなくても、細胞外Ca2＋を取り去るだけでグルカゴン投与前の
値にまで減少した。この変化は可逆的であった。Ca2＋が存在する条件下で、グルカゴンを投
与したときに起こったNAD（P）Hの増加はCalmodulin－Antagonists（Chlorpromazine，W－7，
Trifluoperazine）によって抑制された。
これらの結果は膵β細胞内のグルカゴンによって促進されたグリコーゲン分解（
glycogenolysis）にCa2＋／Calmodulinが必要であることを強く示唆している。これらの結果を
基づいて、低濃度グルコースの条件下では、グルカゴンが作用しなかったことを検討した。
論文審査の結果の要旨
グルカゴンが俸β細胞のcyclicAMPレベルを上昇させ、一方電気的活動を促進することは
既に報告されているが、CyClicAMPレベルの上昇と電気的活動促進との機構上の関連はいま
だ明かにされていない。この研究はグルコースの代謝に注目してグルカゴンによる電気的活
動促進の機構を調べたものである。実験にはICRマウスのランゲルハンス島或いは培養した島
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細胞のクラスターを用い、微小電極法により細胞内電位を測定し、顕微分光測定法により細
胞内Ca2＋濃度および還元型ピリジンヌクレオチド濃度を測定している。得られた結果は次の
通りである。
1）11．1mMグルコース存在下でグルカゴンを細胞外液に加え・ると、グルカゴン濃度に依存
してβ細胞に発生するスパイクバーストの持続時間は延長し、逆にスパイクバースト間の静
止期の持続時間は短縮した。また、スパイクバーストの持続時間の′延長に対応して、細胞内
Ca2＋濃度も上昇した。
2）細胞外グルコース濃度が2．8mMである場合、自発的電気活動は発生せず、グルカゴン
を与えても、電気活動の発生は認められず、細胞内Ca2＋濃度の上昇も認められなかった。
3）細胞内グルコース濃度が11．1mMである時にグルカゴンが誘発する細胞内のCa2十濃度の
上昇はcalmodulin括抗剤であるChlorpromazine，W－7或いはTrifluoperazineによって阻害され
た。
4）細胞外に2．5▼mMCa2＋が存在するとき、グルコース濃度を2．8mMから11．1mMに変える
と、細胞内の還元型ピリジンヌクレオチドの濃度は約30％上昇した。還元型ピリジンヌクレ
オチド濃度が定常値に達した後にグルカゴンを加えると、還元型ピリジンヌクレオチドは更
に増加した。
5）細胞外のCa2＋が存在しない場合、細胞外グルコース濃度を2．8mMからll．lmMに変える
と、還元型ピリジンヌクレオチドはCa2十が存在しない場合とほぼ同様に増加したが、更にグ
ルカゴンを加えても還元型ピリジンヌクレオチドは増加しなかった。
6）ca2＋存在時にグルカゴン投与と共に上昇した還元型ピリジンヌクレオチドの濃度は、細
胞外からCa2＋を取り除くと、グルカゴン投与前のレベルまで低下した。また、Ca2十の存在下
でグルカゴンによって誘発された還元型ピリジンヌクレオチド濃度の上昇はChlorpromazin，
W－7あるいはTrifluoperazineによって抑制された。
以上の実験結果は、β細胞において細胞内cyclicAMPレベルが上昇しているときに細胞外
からCa2＋が流入すると、Ca2＋／calmodulinが関与する酵素が活性化され、細胞内グリコーゲン
の分解が引き起こされることを、強く示唆するものである。また、この実験結果は、細胞外
からのグルコース供給に加えて細胞内のグリコーゲンからのグルコース供給が電気活動を促
進し、この電気活動の促進が細胞内CaZ＋濃度の上昇を来し、Ca2＋濃度の上昇がインスリン放
出を増加させるとの見解を、支持するものである。この研究はインスリン分泌の2相性の機
構の解明に重要な手がかりを与えるものであり、博士（医学）の学位を授与するに値するも
のである。
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